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Gambar 3.1 Diagram Alir Tahapan Penelitian

3.2 Penyiapan Alat, Bahan dan Mikroorganisme
3.2.1 Alat Yang Digunakan
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah:
	Midget impinger 25 ml (absorber) yaitu alat yang digunakan untuk menyerap gas yang terbentuk pada proses react, dimana akan terjadi kontak antara gas dengan larutan penyerap yang ada di dalam impinger. 
	Spektrofotometer dengan merk Milton Roy Spectronic 20D, yaitu alat untuk mengukur absorban dari gas (NH3, H2S), nitrat (NO3-) dan warna yang sedang diteliti.
	Turbidimeter dengan merk Orbeco-Hellige, yaitu alat yang digunakan untuk mengukur konsentrasi sulfat (SO42-).
	Timbangan analitis dengan merk Acculab, yaitu alat untuk menimbang zat-zat yang diperlukan untuk membuat pereaksi.
	Buret 50 ml yaitu alat yang digunakan untuk titrasi pada pengukuran karbon dioksida (CO2).
	Reflux COD dengan merk Hack Company, yaitu alat untuk pengukuran COD dengan cara memanaskan botol COD yang telah ada sampel.
	Labu ukur 25 ml yaitu alat yang digunakan sebagai tempat larutan penyerap yang telah menyerap gas untuk kemudian dilakukan analisis gas H2S dan NH3.
	Erlenmeyer 50 ml yaitu alat yang digunakan untuk pemeriksaan sulfat (SO4).
	Tabung reaksi besar yaitu tabung yang digunakan untuk membakar sampel yang diteliti pada pengukuran nitrat (NO3). 
	Sequencing Batch Biofilm Reactor (SBBR) yaitu reaktor skala laboratorium.
	Aerator (Resun Air Pump) dengan model LP 40, yaitu alat untuk mensuplai udara saat aerasi.
	Propeller yaitu alat pengaduk untuk mencampur larutan dalam reaktor.
	Selang silikon yaitu selang yang digunakan untuk menyalurkan gas yang berasal dari proses reaksi ke dalam midget impinger.
	pH meter merk Lutron, yaitu alat untuk pengukuran pH.
	Termometer merk MC, yaitu alat untuk pengukuran suhu.
	Shaker merk Kottermann 4020, yaitu alat yang digunakan untuk mencampurkan mikroorganisme dengan media yang ada dalam erlenmeyer.


3.2.2 Bahan Yang Digunakan

3.2.2.1 Pemeriksaan Nitrat (NO3-)  

Bahan-bahan yang digunakan pada pemeriksaan nitrat antara lain:
	Brucin sulfat
	Asam sulfanilat
	HCl (Asam klorida) pekat




3.2.2.2 Pemeriksaan Sulfat (SO4=)

Bahan-bahan yang digunakan pada pemeriksaan sulfat antara lain:
	NaCl (Natrium Klorida)
	HCl (Asam klorida) pekat 
	BaCl2 (Barium diklorida)

3.2.2.3 Pemeriksaan Karbon Dioksida (CO2)

Bahan-bahan yang digunakan pada pemeriksaan karbon dioksida antara lain:
	NaOH (Natrium hidroksida)
	H2C2O4.2H2O (Asam oksalat)
	HCl (Asam klorida) pekat






3.2.2.4 Pemeriksaan Amonia (NH3)

Bahan-bahan yang digunakan pada pemeriksaan ammonia antara lain:









3.2.2.5 Pemeriksaan Hidrogen Sulfida (H2S) 

Bahan-bahan yang digunakan pada pemeriksaan hidrogen sulfida antara lain:
	N, N dimethyl-p-phenilen diamine dihydrochloride



















3.2.2.7 Larutan Stock Zat Warna CIRB 5





Untuk mencapai pengolahan limbah secara biologi yang memuaskan, limbah harus mengandung karbon, nitrogen, fosfor dan unsur lain yang cukup untuk mempertahankan laju sintesis mikroba yang optimum. Pada penelitian ini substrat yang dibutuhkan untuk menumbuhkan dan mengembangbiakkan mikroba digunakan limbah tempe yang merupakan air rendaman kedelai selama 24 jam. Limbah tempe digunakan sebagai media pertumbuhan karena limbah tempe banyak mengandung senyawa-senyawa yang kaya dan mampu membantu bakteri tumbuh dengan baik. Konsentrasi limbah tempe yang digunakan sebagai substrat pertumbuhan bakteri SL pada penelitian ini adalah 40% v/v (Nugroho,et.al, 2002).


3.2.2.9 Media Pendukung Biomassa











Limbah yang digunakan pada penelitian ini merupakan limbah tekstil buatan (artifisial). Limbah diperoleh dengan cara melarutkan zat warna CIRB 5 sesuai dengan kondisi warna yang diinginkan ke dalam media yang digunakan. Konsentrasi warna yang digunakan pada penelitian adalah 60 mg/l, 80 mg/l dan 100 mg/l. Volume kerja reaktor adalah 5000 ml yang telah terdapat biakan tersuspensi dan biakan terlekat pada media sikat gigi sebanyak 750 ml (15% dari volume kerja reaktor), sehingga volume pada tangki umpan adalah 5000 ml – 750 ml = 4250 ml. Pembuatan limbah artifisial dapat dilihat pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Komposisi Pembuatan Limbah Artifisial
Konsentrasi Warna(mg/L)	Limbah Tempe40% v/v(ml)	Zat Warna(ml)	Aquadest(ml)	Total(ml)
6080100	200020002000	300400500	195018501750	425042504250

	Limbah tempe = 40% v/v x 5000 ml (volume kerja reaktor)
      = 2000 ml

	Zat warna CIRB 5, misalnya dengan konsentrasi 80 mg/L
      = 80 mg/L : 1000 ml = X : 5000 ml
      = 80 mg/L  x 5000 ml = X
			1000 ml
		X    = 400 ml

	Aquadest	       = volume pada tangki umpan – volume zat warna – 
          volume limbah tempe
       = 4250 ml – 400 ml – 2000 ml
       = 1850 ml

3.4 Pembenihan dan Aklimatisasi Bakteri

Pembenihan dilakukan untuk memperoleh biomassa bakteri SL yang cukup untuk menguraikan bahan organik dalam air limbah, sedangkan aklimatisasi dilakukan untuk memberi kesempatan pada mikroorganisme menyesuaikan diri dengan air limbah yang akan diolah.

Pembenihan dilakukan dengan mengisi erlenmeyer sebanyak 10% bakteri dari volume kerja dan media + warna dengan konsentrasi tertentu. Konsentrasi warna yang digunakan untuk pembenihan dimulai dari 40 mg/l, 50 mg/l, 60 mg/l, 70 mg/l, 80 mg/l, 90 mg/l dan 100 mg/l.

Pembenihan bakteri SL dilakukan dengan menumbuhkannya secara batch pada labu erlenmeyer 250 ml yang berisi 100 ml media yang mengandung 40% v/v limbah tempe, 10% v/v bakteri SL, zat warna dan aquadest serta media pendukung biomassa tercampur (sikat gigi), kemudian ditutup dengan kapas lemak dengan tujuan agar tidak terjadi kontaminasi selama dilakukan inkubasi. Erlenmeyer yang telah diisi dengan bakteri dan media pertumbuhan diinkubasi selama 24 jam dan digoyang di atas shaker dengan kecepatan 100 rpm. Setelah 24 jam dilakukan pengamatan apakah warnanya hilang atau belum, jika belum maka aklimatisasi dilakukan terus sampai warna hilang selama 24 jam.






3.5.1 Reaktor Yang Digunakan

Reaktor yang digunakan pada penelitian ini adalah Sequencing Batch Biofilm Reactor (SBBR). Reaktor berbentuk tabung (silinder) dengan bagian bawah berbentuk kerucut, dengan volume reaktor adalah 6 liter dan dioperasikan dengan volume kerja 5 liter. Di antara bentuk tabung dan kerucut pada reaktor dipisahkan dengan adanya perforated plate (tidak permanen) yang bertujuan untuk menahan sikat gigi (media pendukung mikroorganisme) agar dalam pengadukan dengan propeller media pendukung tersebut dapat tersuspensi di dalam air limbah artifisial namun masih dapat meloloskan biomassa pada tahap pengendapan.





Gambar 3.2 Sketsa Sequencing Batch Biofilm Reactor (SBBR) 













Aerasi dilakukan dengan mengalirkan udara ke dalam reaktor dari aerator melalui lubang dasar reaktor disertai pengadukan dengan kecepatan berkisar antara 135-176 rpm. Waktu yang digunakan untuk aerasi adalah 6 jam. Selama proses aerasi dilakukan pengambilan sampel nitrat, sulfat, H2S, NH3 dan CO2. 
b.	Anoksik
Proses anoksik dilakukan dengan pengadukan oleh propeller saja dengan kecepatan pengadukan berkisar antara 135-176 rpm berdasarkan percobaan pendahuluan pada pengoperasian reaktor untuk mendapatkan pengadukan yang optimum, sehingga media pendukung tercampur merata serta dapat terjadi kontak yang sempurna dengan limbah artifisial tanpa adanya suplai oksigen. Dengan demikian diharapkan akan timbul kondisi anoksik. Waktu yang digunakan proses anoksik adalah 6 jam. Selama proses anoksik dilakukan pengambilan sampel nitrat, sulfat, H2S, NH3 dan CO2. 
c.	Reaerasi




Waktu yang digunakan untuk tahap pengendapan pada penelitian ini adalah 2 jam. Selama fase pengendapan, semua input energi (aerasi dan pengadukan) yang masuk ke dalam reaktor akan dihentikan untuk menghindari turbulensi dalam supernatan dan selanjutnya biomassa akan diperkenankan untuk berflokulasi dan mengendap di bawah kondisi quiescent (tidak ada gerakan). Tujuan dari fase ini adalah untuk memisahkan mikroorganisme (lumpur biomassa) dengan efluen yang bening dan telah terolah. 

4.	Penuangan (Draw)
Tahap ini bertujuan untuk mengeluarkan supernatan yang telah diolah. Penuangan supernatan dilakukan selama 1 jam dengan debit sebesar 71 ml/menit dimana isi reaktor akan berkurang sebesar 85% dari volume kerja. Dan pada tahap Idle isi reaktor tinggal 750 ml atau 15% volume kerja (Metcalf & Eddy, 1991, dikutip dari Yusuf, 2003) untuk dipakai kembali pada siklus berikutnya.

Waktu yang digunakan pada pengoperasian SBBR dapat dilihat pada Tabel 3.2.

Tabel 3.2 Waktu Yang Digunakan Pada Pengoperasian SBBR
Fill	Variasi	Reaksi	Settle	Draw
		Aerasi	Anoksik	Reaerasi		
 	I	6 jam	6 jam 	2 jam	 	 
1 jam	II	6 jam	6 jam	4 jam	2 jam	1 jam
 	III	6 jam	6 jam	6 jam	 	 
 	IV	6 jam	6 jam	8 jam	 	 







Absorber yang digunakan adalah midget impinger. Midget impinger adalah alat gelas yang terdiri dari badan impinger yang berbentuk tabung (silinder) dengan panjang 15 cm dan diameter 3 cm dengan volume 25 ml; tutup tabung dilengkapi dengan pipa panjang berdiameter 0,5 cm sebagai tempat selang silikon dimana pada bagian bawahnya dilubangi agar gas yang dialirkan dapat keluar dan diserap oleh larutan penyerap yang ada di dalam impinger, biasanya berdiamater 1 milimeter. Pada penelitian ini digunakan 3 buah midget impinger, yaitu untuk menangkap gas CO2, NH3 dan H2S. Masing-masing impinger diisi dengan 10 ml larutan penyerap.

Impinger disusun paralel dan diletakkan pada rak tabung reaksi besar. Pada masing-masing impinger dilengkapi dengan selang silikon yang berfungsi untuk mengalirkan gas dari reaktor ke dalam impinger, serta 3 buah botol yang diletakkan terbalik untuk menampung busa yang keluar lewat selang silikon, mengingat busa dapat masuk dan bercampur dengan larutan penyerap melalui selang silikon saat aerasi berlangsung. 

3.5.4 Larutan Penyerap (Absorben)

Larutan penyerap pada penelitian ini berfungsi untuk menyerap gas H2S, NH3 dan CO2 yang dihasilkan pada proses reaksi.
	Hidrogen Sulfida (H2S)
H2S diabsorpsi oleh larutan Cadmium Hidroksida. Larutan ini diperoleh dengan melarutkan 4,3 gram 3CdSO4.8H2O dan 0,3 gram NaOH dengan sedikit aquadest. Kemudian mengencerkan dengan aquadest hingga volumenya 1 liter. Larutan ini stabil untuk 3 sampai 5 hari.
	Ammonia (NH3)
Ammonia diserap oleh larutan H2SO4 0,1 N. Larutan ini diperoleh dengan mengencerkan 2,3 ml H2SO4 pekat dengan aquadest sampai volumenya 1 liter.

	Karbon dioksida (CO2)





Pengambilan sampel gas (CO2, NH3 dan H2S), nitrat, COD dan sulfat serta warna, temperatur dan pH dilakukan pada saat pencarian tunak dan saat kondisi tunak. Dimana pengambilan sampel dilakukan pada saat awal fill, akhir fill, aerasi, anoksik dan reaerasi. 










Keterangan: √ = dilakukan pengambilan sample
	      -  = tidak dilakukan pengambilan sampel


3.5.6 Parameter Yang Diukur

Adapun parameter-parameter yang akan diukur pada penelitian ini meliputi:

1.	Sulfat (SO4=)
Ion sulfat dalam air limbah dengan penambahan kristal BaCl2  dan buffer salt acid akan membentuk koloid tersuspensi (kekeruhan). Kekeruhan yang terjadi diukur dengan alat turbidimeter. Dari hasil pembacaan, masukkan ke dalam kurva kalibrasi sehingga didapat konsentrasi sulfat dalam mg/L sampel. Reaksi yang terjadi adalah:




Pengukuran nitrat dilakukan dengan menggunakan metode Brucin-spektrofotometri. Nitrat dalam suasana asam dengan brucin sulfat dan asam sulfanilat membentuk senyawa kompleks berwarna kuning. Warna kuning yang terjadi diukur intensitasnya dengan spektrofotometer pada panjang gelombang maksimum (420 nm). 

Rumus perhitungan konsentrasi nitrat:

Konsentrasi Nitrat = A / S = ...... ppm

Dimana :
A = Absorban sampel 
S = Kemiringan (unit absorban/ppm)

3.	Karbon dioksida (CO2)
Pengukuran karbon dioksida dilakukan dengan menggunakan metode titrasi asam-basa (alkalinitas-asiditas) dengan penambahan indikator fenolftalin dan metil orange. Karbon dioksida (CO2) yang berasal dari proses react diserap oleh larutan NaOH 0,1 N. Kemudian dititrasi dengan HCl 0,1 N dan dititrasi kembali dengan HCl 0,1 N. Lalu dilakukan perhitungan asiditas untuk mengetahui kandungan CO2. 

Rumus perhitungan konsentrasi CO2:

	Jika p < m
mg/l CO2 = N NaOH * BE CO2

	Jika p > m




P	= banyaknya larutan HCl 0,1 N yang digunakan (saat titrasi) setelah  
   ditambahkan indikator fenolftalin 0,035%
m	= banyaknya larutan HCl 0,1 N yang digunakan (saat titrasi) setelah  





Pengukuran amoniak pada penelitian ini dilakukan dengan menggunakan metode indophenol. Amoniak yang berasal dari proses reaksi diserap oleh larutan H2SO4 membentuk Amonium sulfat. Reaksi yang terjadi:

NH3 + H2SO4  NH4HSO4 (ammonium sulfat)

Ammonium sulfat yang terbentuk direaksikan dengan phenol dan natrium hipoklorit yang dalam suasana basa akan membentuk indophenol yang berwarna biru. Intensitas warna biru yang terjadi diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 630 nm. 

Rumus perhitungan konsentrasi NH3:





K	= Kemiringan/slope (unit absorban/µg) 

5.	Hidrogen sulfida (H2S)
H2S yang dihasilkan pada proses reaksi diabsorpsi oleh larutan Cadmium Hidroksida menjadi Cadmium Sulfida (CdS) berbentuk endapan. Kemudian direaksikan dengan N, N dimethyl-p-phenilen diamine dihydrochloride dalam suasana asam dan dengan penambahan FeCl3 membentuk senyawa kompleks berwarna biru. Intensitas warna biru yang terbentuk diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 660 nm.

Rumus perhitungan konsentrasi NH3:

H2S (µg) = (A / K) 
Dimana :
A	= Absorbansi sampel
K	= Kemiringan/slope (unit absorban/µg) 

6.	Chemical Oxygen Demand (COD)
Pengukuran COD menggunakan metode Titrimetric dengan Closed Reflux. Pada prinsipnya senyawa organik dalam air dioksidasi oleh larutan kalium dikromat (K2Cr2O7) dalam suasana asam sulfat pada temperatur 150o C selama 2 jam. Tujuan dipanaskan pada temperatur 150o C adalah agar zat organik volatil tidak lenyap ke luar. Reaksi yang terjadi:
CxHyOz + CrO72- + H+ 			CO2 + H2O + Cr3+
	        Kuning		       Ag2SO4		Hijau
Perak sulfat (Ag2SO4) ditambahkan sebagai katalisator untuk mempercepat reaksi. Untuk memastikan bahwa hampir semua zat organis habis teroksidasi maka zat pengoksidasi (K2Cr2O7) masih harus tersisa sesudah direfluks. K2Cr2O7 yang tersisa di dalam larutan tersebut digunakan untuk menentukan berapa oksigen yang telah terpakai. Kelebihan kalium dikromat dititrasi oleh larutan ferro ammonium sulfat (FAS) dengan indikator feroin untuk menentukan titik akhir titrasi yaitu di saat warna hijau-biru larutan berubah menjadi coklat merah. Reaksi yang berlangsung adalah sebagai berikut:
6Fe2+ + Cr2O72- + 14H+			6Fe3+ + 2Cr23+ + H2O





COD sebagai mg/l O2 = * BE O2

Dimana :
A = ml FAS yang digunakan untuk blanko  		
B = ml FAS yang digunakan untuk sampel
C = Molaritas FAS

7.	pH
pH merupakan merupakan derajat keasaman atau kebasaan suatu larutan, sehingga merupakan parameter penting dalam pengolahan air buangan secara biologi. Pengukuran pH dilakukan dengan menggunakan pH meter, yang terlebih dahulu dikalibrasi dengan buffer pH = 6,9. Pengukuran pH dilakukan di dalam reaktor pada tiap tahap operasi.

8.	Temperatur
Temperatur yang digunakan dalam penelitian ini adalah temperatur kamar yaitu (23–25) oC. Pengambilan sampel dilakukan pada tiap tahap operasi dengan menggunakan termometer. 

9.	Warna













o	Waktu reaerasi (2, 4, 6 & 8 jam)
o	Variasi konsentrasi warna (60, 80, 100 mg/L)
	Paramater yang diperiksa:
o	Gas (CO2, H2S dan NH3)
o	SO4= , NO3- 
















Laporan Tugas Akhir Penelitian


